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ABSTRACT 

 

One suggested mechanism underlying copper (Cu) deficiency teratogenicity is a low availability of nitric oxide (NO), a 
signaling molecule which is essential in developmental processes. Increased superoxide anions secondary to decreased 
activities of Cu-zinc superoxide dismutase (Cu-Zn SOD) in Cu deficiency can interact with NO to form peroxynitrite, 
which can nitrate proteins at tyrosine residues. In addition, peroxynitrite formation can limit NO bioavailability. We pre-
viously reported low NO availability and increased protein nitration in Cu deficient (Cu-) embryos. In the current study, 
we tested whether Cu deficiency alters downstream signaling of NO by assessing cyclic GMP (cGMP) and phosphory-
lated vasodilator-stimulating phosphoprotein (VASP) levels, and whether NO supplementation can affect these targets 
as well as protein nitration. Gestation day 8.5 embryos from Cu adequate (Cu+) or Cu- dams were collected and cultured 
in either Cu+ or Cu- media for 48 hr. A subset of embryos was cultured in Cu- media supplemented with a NO donor 
(DETA/NONOate; 20 μM) and/or Cu-Zn SOD. Cu-/Cu- embryos showed a higher incidence of embryonic and yolk 
sac abnormalities, low NO availability, blunted dose-response in NO concentrations to increasing doses of acetylcholine, 
low mRNA expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), increased levels of 3-nitrotyrosine (3-NT) compared 
to Cu+/Cu+ controls. cGMP concentrations tended to be low in Cu-/Cu- embryos, and they were significantly lower in 
Cu-/Cu- yolk sacs than in controls. Levels of phosphorylated VASP at serine 239 (P-VASP) were similar in all groups. 
NO donor supplementation to the Cu- media ameliorated embryonic and yolk sac abnormalities, and resulted in increased 
levels of cGMP without altering levels of P-VASP and 3-NT. Taken together, these data support the concept that Cu de-
ficiency limits NO availability and alters NO/cGMP-dependent signaling in Cu- embryos and yolk sacs, which contributes 
to Cu deficiency-induced abnormal development. (Korean J Nutr 2008; 41(8): 691 ~ 700) 
 
KEY WORDS : copper deficiency, nitric oxide, oxidative stress, cyclic GMP, phosphorylated vasodilator-stimulating 

phosphoprotein. 

 

 

서     론 
 

Nitric oxide (NO)는 L-아르기닌을 기질로 NO synthase 

(NOS)에 의해 생성되고, 평활근 이완, 신경전달, 면역 반응 

등을 조절하는 신호전달물질이다.1,2) NO는 배란, 수정란의 

착상 및 배아 형성 과정 등의 초기 발달 과정들과 배아 및 

태아의 발달 과정을 조절한다. 혈액 내 NO 농도는 배란기

에 증가하고,3) NOS 억제제 처리는 배란과 초기의 배아 형

성을 저해하게 된다.4,5) 착상 전 단계의 쥐 배아에서 다량 생

성되는 NO는 혈관 투과성을 증가시키고 수정란이 착상되

는 자궁 내벽 부위의 안정성을 유지시켜 착상 과정을 조절

한다.6) 또한, NO는 폐, 심혈관계 및 골격계의 발달을 조절

하고,7-9) 난황낭 혈관계 발달에 있어 필수적이다.10) 

발달 과정에 있어 NO의 중요성은 NOS 억제제 혹은 NOS 

knockout 쥐를 대상으로 한 연구결과들에 의해 뒷받침되고 
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있다. NOS 억제제를 처리한 설치류 동물들은 배란, 수정 

및 수정란 착상의 감소, 유산, 다리 발달 저해, 뒷다리 부위

의 출혈, 난황낭 혈관 발달의 억제, 혈관병증을 보였다.10-13) 

Endothelial NOS (eNOS) knockout 쥐의 경우 어른 쥐에

서는 배란과 난자 성숙의 이상이 보고되었고,14) 신생 쥐에

서는 태내 성장지연, 폐, 심장, 다리의 기형 및 증가된 사망

률이 보고되었다.9,15-17) 

발달 과정 조절인자로서의 기능 이외에도 NO는 다양한 

생체 기능을 조절하는 중요한 신호전달 물질로 작용한다. NO

는 soluble guanylyl cyclase (sGC)를 활성화시키고, 이 

활성화된 sGC는 GTP를 기질로 한 cyclic GMP (cGMP) 

생성을 증가시킨다.1) 생성된 cGMP는 protein kinase G 

(PKG)와 같은 cGMP-dependent protein kinase들을 활

성화시키게 되는데, PKG의 가장 잘 알려진 기질들 중 하

나는 vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP)이

다. VASP의 239번 serine에서의 인산화 (phosphorylation 

of VASP; P-VASP)는 NO/cGMP 경로에 의존적이므로 

NO/cGMP 신호전달과 혈관내피세포 기능이상의 표지인자

로 간주된다.18) 또한, 이는 구리 chelation에 의한 산화적 스

트레스 조건하에서 NO 대사의 변화 정도를 반영한다.19,20) 

임신기간 동안의 구리 영양 결핍은 다양한 유형의 기형을 

유발한다. 구리 결핍에 의한 기형 유발의 주요 양상은 조기 

배아 사망과 심장, 골격계, 폐, 혈관계, 신경계에서의 구조적 

이상들이다.21-25) 구리 결핍 배양액에서 48시간 배양된 ge-
station day (GD) 10.5의 구리 결핍 쥐 배아의 경우 위와 

같은 발달 이상들을 보여주었고, 뇌, 심장 그리고 난황낭이 

주로 영향을 받았다.26,27) 이와 같은 구리 결핍으로 인한 기

형 발생은 구리 함유 효소들의 감소된 활성과 그로 인한 이

차적인 영향들로 인한 것으로 간주된다. 

구리 결핍으로 인한 기형 발생의 발생기전 중 하나로 co-
pper-zinc superoxide dismutase (Cu-Zn SOD)의 활성 

감소로 인한 산화적/nitrosative 스트레스의 증가가 주목을 

받고 있다. Cu-Zn SOD의 감소된 활성으로 인해 증가된 

superoxide anions은 NO와 빠른 속도로 반응하여 pero-
xynitrite를 생성한다. Peroxynitrite는 표적 단백질의 타

이로신 아미노산 잔기에서의 nitration을 일으키고, NO의 

생물학적 이용도를 감소시킴으로써 생체 내 조직과 기관들

의 정상적인 생성과 발달을 저해시킨다.28,29) 구리 결핍 배양

액에서 48시간동안 배양된 GD 8.5의 구리 결핍 쥐 배아의 

anterior 신경관의 신경상피 부위에서 3-nitrotyrosine (3-
NT)의 증가된 발현이 보고되었고, 이는 증가된 peroxy-
nitrite 형성으로 인한 것이다.26) 구리 결핍 배아에서 증가

된 3-NT는 구리, Cu-Zn SOD, SOD 촉진제인 Tiron, glu-

tathione peroxidase의 첨가에 의해 감소되었다.26) 구리 

결핍 배아에서의 단백질 nitration의 증가는 다른 연구 논

문에서도 보고되었으나,30) 아직까지 구리 결핍이 난황낭에

서의 단백질 nitration에 미치는 영향은 보고되지 않았다. 

NO의 생물학적 이용도의 감소는 동맥경화증, 고혈압, 고

콜레스테롤혈증, 당뇨 등의 병리적 상황들에서의 산화적 스

트레스와 밀접하게 연관되어 있다.31-34) 이는 1) NOS 활성 

억제로 인한 NO 생성의 감소 혹은 2) NO의 증가된 분해로 

인한 것으로 간주되고 있는데, 둘 다 산화적 스트레스 상황

에서 증가되는 것으로 알려져 있다. 구리 결핍이 NO의 생성

과 분해에 미치는 영향에 대한 직접적인 연구 결과는 아직

까지 보고되지 않았지만, 구리 결핍이 NO에 의존적인 혈관 

확장을 억제시킨다는 연구 결과들은 구리 결핍이 NO의 생성 

및 분해에 직접적으로 관여할 수 있다는 것을 시사한다.30,35,36) 

본 연구에서는 구리 결핍이 NO 하위 신호전달체계에 영

향을 미치는지를 착상 후 단계의 배아와 난황낭을 대상으

로 알아보았다. 또한, NO donor의 첨가가 구리 결핍 배아

의 기형 발생과 NO 대사 및 NO 하위 신호전달체계의 개

선에 기여하는지를 평가함으로써 구리 결핍으로 인한 기형 

발생의 기전과 임신 기간 중의 적절한 구리 영양의 중요성

을 제시하고자 한다. 

 

연 구 방 법 
 

실험동물 및 실험식이 
실험동물로는 생후 6주된 CD-1계 암컷 쥐 (Charles Ri-

ver Laboratories, Hollister, CA, USA)를 구입하여 표준 

사료를 일주일간 공급하여 환경에 적응시킨 후 실험식이 공

급을 시작하였다. 

실험식이는 구리 정상 식이 (8.0 μg Cu/g diet, Cu+) 혹

은 구리 결핍 식이 (< 0.5 μg Cu/g diet, Cu-)로 구성하였

으며 탈이온수와 함께 자유급식방법으로 3주간 급여하였

다. 구리 결핍 식이군에 배치된 쥐들에게는 처음 2주간 구

리 chelator인 triethylenetetramine (TETA; Sigma, St. 

Louis, MO, USA)이 1%(w/w) 함유된 구리 결핍 식이가 

제공되었고, TETA가 포함되지 않은 구리 결핍 식이가 다

음 1주간 제공되었다. 

3주간의 식이 급여 이후, 암컷 쥐들은 같은 계통의 수컷 

breeder와 교배되어졌다. 1~2마리의 암컷 쥐와 1마리의 

수컷 쥐가 하루 밤 동안 교배되었으며 다음날 아침에 질전 

(vaginal plug)이 존재하는 경우 GD 0.5로 간주되었다. 임

신한 쥐들은 GD 8.5에 희생되었고, 난황낭과 함께 배아들

이 수집되어졌다. 상기의 절차는 University of California 
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at Davis의 Animal Use and Care Administrative Advi-
sory Committee에 의해 승인되었다. 
  

전배아 배양 (Whole embryo culture) 및 시료 수집 
3~5개의 체절 (somite)을 가지는 구리 정상 혹은 구리 

결핍 배아들이 GD 8.5에 모체의 자궁으로부터 standard 

technique을 사용하여 분리되었다.27) 같은 군에서 분리된 

2~3개의 배아들은 구리 정상 (18.82 ± 0.24 μM Cu) 혹

은 구리 결핍 배양액 (2.42 ± 0.38 μM Cu)에서 48시간 

동안 37℃에서 배양되었다. 배양액은 75%의 수컷 쥐 혈청

과 25%의 Tyrode’s buffer로 구성되었다.27) NO 혹은 su-
peroxide anions 농도를 조절하는 것이 구리 결핍으로 인

한 기형발생을 감소시킬 수 있는지 알아보기 위해, 일부 구

리 결핍 배아들은 NO donor인 DETA/NONOate (20μ

M, Calbiochem, La Jolla, CA, USA) 혹은 Cu-Zn SOD 

(800 U/mL, Sigma, St. Louis, MO, USA)가 첨가된 구리 

결핍 배양액 (2.10 ± 0.60 μM Cu)에서 배양되었다. 따라

서, 1) Cu+/Cu+, 2) Cu-/Cu-, 3) Cu-/Cu- + NO donor, 

4) Cu-/Cu- + Cu-Zn SOD, 5) Cu-/Cu- + NO donor 

+ Cu-Zn SOD의 5개의 군이 본 연구를 위해 사용되었다. 

배아의 형태와 발달 상태는 광학 현미경에 의해 평가되

었고 Brown의 평가법37)을 사용하여 점수를 매겼다. 48시

간 배양과 발달 상태 평가 후 배아와 난황낭은 NO 농도 

측정과 아세틸콜린에 대한 dose-response 실험에 바로 

사용되어졌거나, 면역 분석을 위해 즉시 -40℃에 냉동 보

관되었다. 일부 배아와 난황낭은 mRNA 발현 분석을 위해 

RNA stabilization solution (RNAlater; Ambion, Austin, 

TX, USA)에 보관되어졌다. 

 

분 석 방 법 
 

Nitric oxide 농도 
48시간 동안의 배양 이후 배아와 난황낭은 96-well mi-

croplate의 well에 담겨졌고 200 μL의 Krebs Ringer bi-
carbonate buffer (KRBB, Sigma)가 각각의 well에 가해

졌다. NOS의 기질인 L-아르기닌 (200 μM, Sigma)은 NOS 

억제제인 N-monomethyl-L-arginine (L-NMMA; 10 mM; 

Calbiochem)이 가해진 negative control well을 제외한 모

든 well에 가해졌고, 일부 well에는 구리 결핍 배아와 난황

낭이 NOS 촉진제인 아세틸콜린에 대해 구리 정상군과 다

른 양상의 dose-response를 보이는지를 평가하기 위해 10 

nM~100 mM 범위의 아세틸콜린이 첨가되었다. 37℃에서 

2시간 동안 배양된 후 plate는 2,500 × g에서 10분 동안 원

심분리 되었다. 원심분리 후 상층액이 수집되었고 즉시 NO 

측정에 이용되거나 분석될 때까지 -40℃에 보관되었다. 40 

μL의 상층액이 NO 분석기 (Sievers Nitric Oxide Analy-
zer 280i, Sievers Instruments, Boulder, CO, USA)에 

주입되었고, 염산에 용해된 vanadium (III) chloride (Alfa 

Aesar, Ward Hill, MA, USA)를 환원제로 사용하여 총 

NO (nitrate + nitrite + nitrosothiols)가 95℃에서 측정되

었다. 표준 곡선은 여러 농도의 sodium nitrate (Sigma)를 

주입함으로써 생성되었고, 시료의 NO 농도 계산에 사용되

었다. NO 농도는 nmol NO/mg of embryo or yolk sac 

protein으로 표시되었다. 
 

Real-time reverse transcriptase-polymerase chain re-
action (RT-PCR) 

RNeasy Micro kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)을 사

용하여 총 RNA가 분리되었고, 5 μg의 총 RNA가 cDNA

를 만들기 위해 사용되었다. RT-PCR은 SuperScript II 

Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

와 TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Bio-
systems Inc., Foster City, CA, USA)를 사용한 two-
step reaction system으로 행해졌고, iCycler real-time 

PCR system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 의해 

mRNA의 발현이 정량화되었다. Neuronal NOS (nNOS), 

inducible NOS (iNOS), eNOS, 18S에 대한 primer와 Ta-
qMan probe는 Applied Biosystem으로부터 구입되었다. 

시료 cDNA가 생략된 negative control을 포함한 모든 PCR 

반응은 세 번 반복되었다. 사용된 PCR 조건은 다음과 같

다: 50℃에서 2분, 95℃에서 10분, 40 주기의 denaturation 

(95℃에서 15초)과 annealing/extension (60℃에서 1분). 

Threshold cycle (Ct)은 iCycler iQ 프로그램에 의해 측

정되었고 표적과 18S cDNA 간의 차이인 ΔCt가 통계분

석에 사용되어졌다. 
 

Cyclic GMP 
cGMP 농도는 cGMP 효소 면역분석 kit (Assay Design, 

Ann Arbor, MI, USA)을 사용하여 측정하였다. 시료들은 

단백질 분해효소 억제제가 첨가된 lysis buffer를 가하여 균

질화한 후 4℃에서 30분간 방치시켰고, 30분 후 10,000 

× g에서 15분간 4℃에서 원심분리한 후 상층액이 수집되

었다. 상층액은 acetic anhydride와 triethylamine에 의해 

아세틸화되었고, microplate reader (Wallac Victor2 mic-
roplate reader, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)를 

사용하여 405 nm에서 흡광도가 측정되었다. cGMP 농도는 

표준 곡선을 이용하여 계산되었고 pmol cGMP/mg protein
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으로 표시되었다. 
 

3-nitrotyrosine 
3-NT 농도는 3-NT 효소 면역분석 kit (Update Bio-

technology, Lake Placid, NY, USA)을 사용하여 측정되

었다. 시료의 3-NT 농도는 nitrated bovine serum albu-
min (BSA)을 이용한 표준 곡선을 사용하여 계산되었고, μg 

nitrated BSA equivalents/mg protein으로 표시되었다. 
 

Western blot analysis 
배아 혹은 난황낭으로부터 추출된 단백질을 4~20% gra-

dient Tris-HCl SDS-PAGE gels에 전기 영동시켜 분리시

킨 후, PVDF membrane에 transfer시켰다. Membrane을 

Tris-buffered saline/Tween 20 (TBST; 50 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0.05% Tween 20)에 5% 

함량의 우유 분말을 가하여 만든 blocking solution에 담

가 1시간 동안 실온에 놓아두었고, blocking solution 제거 

후 희석된 rabbit anti-P-VASP (Ser 239) 항체 (Cell Sig-
naling Technology, Danvers, MA, USA)에 담가 하루 

밤 동안 4℃에 놓아두었다.  

TBST를 사용하여 membrane을 15분 동안 3번 세척

한 후 horseradish peroxidase가 결합된 goat anti-ra-
bbit IgG (Promega, Madision, WI, USA)의 희석액과 함

께 1시간 동안 놓아두었다. 3번의 세척 후, ECL detection 

reagent (Amersham BioSciences Corp., Piscataway, 

NJ, USA)를 membrane 위에 가해주고 12 비트 카메라가 

부착된 Chemidoc XRS gel scanner (Bio-Rad)로 스캔하

여 densitometry에 의해 밴드의 화학발광 (chemilumine-
scence) 정도를 정량화하였다. Membrane의 항원에 결합

된 항체를 제거하기 위해 stripping시킨 후 anti-VASP 항

체 (Cell Signaling Technology)를 사용하여 위 과정을 반

복하였고, 이는 P-VASP western band의 화학발광 강도를 

VASP western band의 것으로 normalization하기 위해 

사용하였다. 
 

통계분석 
실험의 결과는 SPSS 14.0 프로그램을 이용하여 평균과 

표준오차를 구하였다. 모체 및 배양액 구리 농도, NO do-
nor와 Cu-Zn SOD의 첨가가 배아와 난황낭의 발달, NO 

농도, NOS isoform들의 mRNA 발현, cGMP와 3-NT의 

농도, VASP 인산화에 미치는 영향은 one-way ANOVA에 

의해 검증되었다. 각 군별 차이는 LSD post-hoc test로 분

석하였다.  

각 군 간의 발달 이상 빈도수의 차이는 chi-square 검정

을 통하여 통계적 유의성을 분석하였다. 모든 결과는 p < 

0.05 수준에서 유의성을 검증하였다. 

Table 1. Effects of NO donor and SOD supplementation to Cu deficient media on in vitro embryo and yolk sac development 

 Cu+/Cu+ Cu-/Cu- Cu-/Cu- 
+ NO donor 

Cu-/Cu- 
+ SOD 

Cu-/Cu- 
+ NO donor +SOD 

Embryos examined (number) 86 36 33 34 32 

Somite pairs (number) 32.3 ± 0.11) 32.0 ± 0.2 32.1 ± 0.1 32.1 ± 0.2 32.1 ± 0.1 
Crown-rump length (mm) 04.4 ± 0.0 04.3 ± 0.1 04.4 ± 0.0 04.3 ± 0.1 04.3 ± 0.1 
Developmental score 41.9 ± 0.4a2) 39.8 ± 0.9b 42.3 ± 0.3a 40.7 ± 0.6ab 39.8 ± 1.1b 
Percentage of embryos with one or more 
embryo or yolk sac anomalies (%) 

24.4a 

 
77.8b 

 
36.4ac 

 
61.8bd 

 
43.8cd 

 
Percentage of embryos with one or more 
yolk sac anomalies (%) 

14.0a 

 
63.9b 

 
15.2ac 

 
38.2d 

 
31.3cd 

 
Abnormal vascularization (%) 12.8a 58.3b 15.2ac 29.4c 25.0ac 
Blood pooling (%) 09.3a 36.1b 12.1ac 23.5bc 12.5ac 
Blood islands (%) 03.5a 25.0 bc 0a 14.7bc 09.4ac 

Percentage of embryos with one or more 
heart anomalies (%) 

04.7a 

 
22.2b 

 
03.0a 

 
11.8ab 

 
09.4ab 

 
Abnormal/swollen heart (%) 0a 08.3b 0ab 02.9ab 0ab 
Pericardium effusion (%) 04.7a 16.7b 03.0ab 08.8ab 09.4ab 

Percentage of embryos with one or more 
brain anomalies (%) 

10.5a 

 
41.7bc 

 
21.2ac 

 
50.0b 

 
34.4bc 

 
Forebrain hypoplasia (%) 01.2a 02.8ab 03.0ab 11.8b 03.1ab 
Microcephaly (%) 02.3a 08.3ab 03.0ab 02.9ab 12.5b 
Hindbrain distension (%) 04.7a 11.1ab 09.1ab 20.6b 03.1a 
Open anterior neuropore (%) 01.2a 13.9b 03.0ab 17.6b 15.6b 

 
1) Mean ± SEM 
2) Values with different superscripts within a parameter are significantly different at p < 0.05 
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결     과 
 

구리 결핍이 배아 발달과 난황낭 혈관 발달에 미치는 영향 
체절의 개수와 배아의 길이는 각 군간 유의적인 차이가 

없었으나, 구리 결핍 배아는 구리 정상 배아에 비해 낮은 

발달 지수와 높은 빈도의 발달 이상을 보였다 (Table 1). 

특히 심장, 뇌, 난황낭이 구리 결핍에 의해 가장 큰 영향을 

받았고, Table 1에서와 같이 다양한 양상의 발달 이상을 보

였다. 구리 결핍 배아의 abnormal/swollen heart, perica-
rdium effusion, open anterior neuropore의 발달 이상 빈

도와 구리 결핍 난황낭의 비정상적인 혈관형성, blood po-
oling과 blood islands의 존재의 빈도는 대조군에 비해 유

의적으로 높았다 (Table 1). 
 

Nitric oxide 농도와 아세틸콜린에의 반응성 
NOS 억제제인 L-NMMA의 2시간 동안의 처리는 모든 

군의 배아와 난황낭이 배양된 표본 배양액에서의 NO 농도

를 낮은 수준으로 감소시켰다 (Table 2). 구리 결핍 배아

와 난황낭이 2시간 동안 배양된 표본 배양액에서의 NO 농

도는 대조군에 비해 유의적으로 낮았다. 

구리 결핍 배아와 난황낭이 NOS 촉진제인 아세틸콜린에 

대해 대조군과 다른 dose-response를 가지는지를 알아보

기 위해, 10 nM, 100 nM, 1 μM, 10 μM, 100 μM, 1 

mM, 10 mM, 100 mM의 아세틸콜린을 배양액에 첨가하

였다. 2시간 배양 후 수집된 표본 배양액으로부터 NO 농도

를 측정한 결과로 아세틸콜린에 대한 dose-response cur-
ve를 생성하였고, 구리 결핍 배아와 난황낭이 대조군에 비

해 아세틸콜린에 대한 감소된 반응성을 가진다는 것을 보

여주었다 (Fig. 1). 
 

Nitirc oxide synthase isoforms의 mRNA 발현 
Real-time RT-PCR에 의한 3개의 NOS isoform의 mRNA 

발현 분석 결과, nNOS와 iNOS mRNA 발현은 각 군간 유

의적인 차이가 없었다 (Fig. 2). 그러나, 구리 결핍 난황낭

의 eNOS mRNA 발현은 대조군에 비해 유의적으로 낮았다. 
 

Nitric oxide donor 및 SOD 처리가 구리 결핍 배아의 발
달과 난황낭 혈관 발달에 미치는 영향 

구리 결핍 배양액에 NO donor인 DETA/NONOate를 처

리한 결과 구리 결핍 배아와 난황낭의 발달 이상 빈도는 구

리 정상군의 수준으로 유의적으로 감소되었다 (Table 1). 

Table 1에서 보이는 바와 같이 NO donor에 의한 개선은 

발달 지수 뿐만 아니라 난황낭, 심장, 뇌 등의 발달 이상 발

생 빈도에서도 두드러졌고, Fig. 3에서 보이는 바와 같이 NO 

donor가 첨가된 배양액에서 배양된 구리 결핍 배아와 난황

낭은 구리 정상군과 유사한 발달 형태를 보였다. Cu-Zn 

SOD 첨가는 NO 첨가에 비해 낮은 수준의 개선도를 보였

Table 2. Nitric oxide (NO) concentrations in conditioned medium
after 2 hr incubation of in vitro Cu adequate (Cu+/Cu+) and 
Cu deficient (Cu-/Cu-) embryo and yolk sac in the presence
or absence of a NOS inhibitor (L-NMMA; 10 mM). NO concen-
trations are expressed as nmol NO/mg protein 

 Cu+/Cu+ Cu-/Cu- 

Embryo   

L-NMMA 00.18 ± 0.041) 0.23 ± 0.07 

Untreated 05.05 ± 0.98 3.59 ± 0.24*2) 

Yolk sac   

L-NMMA 00.61 ± 0.17 0.42 ± 0.18 

Untreated 13.71 ± 0.90 7.90 ± 0.32* 
 
1) Mean ± SEM (n = 6-10/group) 
2) *: p < 0.05 compared to Cu+/Cu+ controls 
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Fig. 1. Nitric oxide (NO) concentrations in conditioned medium from single cultured Cu adequate (Cu+/Cu+) and Cu deficient
(Cu-/Cu-) embryo and yolk sac in response to increasing concentrations of the NOS agonist, acetylcholine. Values are expressed
as mean ± SEM (n = 3-8/group). 
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고, 특히 난황낭 발달 이상은 무처리 구리 결핍군에 비해 

유의적으로 개선되었다. Cu-Zn SOD 처리는 무처리 구리 

결핍 배아에 비해 심장 발달 이상을 47% 정도 낮추는 효

과를 보였지만 이는 통계적 유의성을 가지지 않았고, 뇌 발

달 이상 빈도에는 아무런 영향을 미치지 않았다. NO donor

와 Cu-Zn SOD의 혼합 처리는 NO donor 혹은 Cu-Zn 

SOD의 단독 처리 개선도의 중간 수준의 개선도를 보였다. 
 

Cyclic GMP 농도 
구리 결핍 배아의 cGMP 농도 (0.13 ± 0.02 pmol cGMP/ 

mg protein, n = 6)는 대조군 (0.23 ± 0.03 pmol cGMP/ 

mg protein, n = 6)에 비해 낮은 경향을 보였으나 통계적

으로 유의적인 차이는 보이지 않았다. 구리 결핍 난황낭의 

cGMP 농도 (0.20 ± 0.05 pmol cGMP/mg protein, n = 

7)는 대조군 (0.42 ± 0.07 pmol cGMP/mg protein, n = 

7)에 비해 유의적으로 낮았다 (p = 0.037). 구리 결핍 배

양액에의 NO donor의 첨가는 구리 결핍 배아와 난황낭의 

cGMP 농도를 무처리 구리 결핍군에 비해 유의적으로 증

가시켰다 (배아 0.42 ± 0.12, 난황낭 0.77 ± 0.23 pmol 

cGMP/mg protein; n = 6~7; 각각 p = 0.028, p = 0.031 

versus 무처리 구리 결핍군). 
 

Phosphorylation of VASP at Serine 239 
구리 결핍이 NO/cGMP 하위 신호전달체계 표적에 영향

을 미치는지를 알아보기 위해, VASP의 239번 serine에서

의 인산화 (P-VASP)를 western blotting에 의해 측정하

였다. 본 실험에서 사용된 착상 후 단계의 배아 (Fig. 4A)

와 난황낭 (Fig. 4B)에서 VASP과 P-VASP은 측정 가능

한 수준으로 발현되었다. 그러나, 구리 결핍과 NO donor 첨

가는 P-VASP의 수준에 영향을 미치지 않았다 (Fig. 4C). 
 

3-nitrotyrosine 농도 
구리 결핍 배아와 난황낭은 대조군에 비해 각각 57%와 

79% 증가된 수준의 3-NT 농도를 보였으나, 그 증가는 통

계적으로 유의적이지 않았다 (Fig. 5). NO donor 첨가는 

3-NT 농도에 영향을 미치지 않았다. 

 

고     찰 
 

이전의 연구26,27)에서 보고된 바와 같이, 구리 결핍 쥐 배
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Fig. 2. Quantification of neuronal nitric oxide synthase (nNOS), 
inducible NOS (iNOS), and endothelial NOS (eNOS) mRNA trans-
cript levels by real-time RT-PCR in GD 8.5 Cu+/Cu+ and Cu-
/Cu- yolk sacs after 48 hr culture. mRNA expression of each NOS
isoform was normalized to 18S rRNA and expressed as fold change
relative to Cu+/Cu+ controls (n = 5/group). *: p < 0.05 compared
to Cu+/Cu+ controls. 

Fig. 3. Effects of NO donor supple-
mentation to Cu deficient media
on in vitro embryo and yolk sac
development. Cu adequate emb-
ryo (A) and yolk sac (D) cultured
in Cu adequate medium (Cu+/
Cu+) show normal development.
Cu deficient embryo (B) cultured in
Cu deficient medium (Cu-/Cu-)
exhibits hemorrhages and hindbr-
ain distension. Cu-/Cu- yolk sac
(E) shows typical anomalies inclu-
ding reduced vascularization and
the presence of blood pooling.
When Cu-/Cu- embryos and yolk
sacs were cultured in Cu deficient
medium supplemented with NO
donor (Cu-/Cu- + NO donor), the
incidence of embryo (C) and yolk
sac (F) abnormalities was marke-
dly reduced. 
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아와 난황낭은 낮은 발달 지수와 높은 빈도의 발달 이상을 

나타내었다. 또한, 구리 결핍 배아와 난황낭이 낮은 수준의 

NO 생물학적 이용도를 가지고 있을 뿐만 아니라, 아세틸콜

린에 대한 억제된 NO dose-response를 가진다는 것을 보

여주었다. Schuschke 등30)은 쥐의 식이 구리 결핍이 세동

맥 내피 세포의 칼슘 동원과 아세틸콜린에 대한 혈관이완작

용을 억제시킨다고 보고했는데, 이는 세포내 칼슘 동원 및 

칼슘에 의존적인 eNOS 활성화의 억제가 NO 이용도와 아

세틸콜린에 대한 dose-response를 감소시킬 수 있다는 것

을 제안한다. 구리 결핍군에서의 감소된 NO가 NOS isofo-
rms의 감소된 발현으로 인한 것인지를 알아보기 위해 nNOS, 

iNOS, eNOS의 mRNA 발현이 real-time RT-PCR에 의해 

분석되었고, 구리 결핍 난황낭에서 eNOS mRNA 발현의 

감소가 보여졌다. 이는 eNOS 활성화의 억제 뿐 아니라 그 

발현의 감소가 구리 결핍에서의 낮은 NO 이용도와 아세

틸콜린에 대한 낮은 NO 반응도에 기여할 수 있다는 것을 

시사한다. 

구리 결핍 배아와 난황낭이 낮은 Cu-Zn SOD 활성과 

NO 이용도를 가진다는 것에 근거하여, NO와 superoxide 

anions 농도를 조절하는 것이 구리 결핍으로 인한 기형발

생을 줄일 수 있다고 가정하고 이를 검증해보았다. 구리 결

핍 배양액에 Cu-Zn SOD를 첨가하는 것은 난황낭 발달 이

상의 빈도를 유의적으로 감소시켰다. Cu-Zn SOD의 첨가

에 의한 난황낭 발달 이상의 감소는 1) superoxide ani-
ons 농도의 감소, 혹은 2) superoxide anions의 증가에 의

한 peroxynitrite의 생성 감소 혹은 NOS 활성 증가에 의

한 NO의 생물학적 이용도 증가에 의한 것일 수 있는데, 직

접적인 작용 기전이 무엇인지는 명확하지 않다. Cu-Zn SOD

의 첨가는 뇌의 발달 이상 빈도에는 영향을 미치지 않았는

데, 이는 이전의 연구 결과들과 일치한다.26,38) 반면, NO do-
nor 첨가는 구리 결핍 배아와 난황낭의 발달 지수를 구리 

정상군의 수준으로 정상화시켰고, 발달 이상 빈도를 현저하

게 감소시켰다. 이는 구리 결핍에 의해 영향을 받은 NO 대

사의 변화가 발달 과정에 있어 중요한 영향을 미친다는 본 

연구의 가정을 뒷받침한다. 또한, NO donor의 첨가로 인해 

총 NO 이용도를 증가시킴으로써 NO 신호전달경로를 활성

화시켜 배아 발달을 정상적으로 개선시킬 수 있는 것이라

고 보여진다. 흥미롭게도, NO donor와 Cu-Zn SOD의 혼

합 처리는 기대했던 상승 효과를 보이지 않았고, 각각의 단

독 처리의 중간 수준의 개선도를 보였다. 혼합 처리가 NO 

단독 처리보다 더 높은 개선 효과를 보이지 않은 것은 사

용된 NO donor와 Cu-Zn SOD의 농도가 적절하지 않아서

일 수 있다. NO donor 단독 처리시 정상 수준으로의 개선 

효과를 보였을지라도 Cu-Zn SOD와의 혼합 사용시는 두 

물질의 상호 작용을 고려하여 적정 농도로 조절되어야 할 

것으로 사료된다. 

Fig. 4. Phosphorylation status of VASP at serine 239 in cultured
Cu adequate (Cu+/Cu+; +/+), Cu deficient (Cu-/Cu-; -/-),
and Cu deficient with NO donor supplementation (Cu-/Cu- +
NO donor; -/- NO) embryos (A) and yolk sacs (B). Cell lysate of
human umbilical vein endothelial cells induced with vascular en-
dothelial growth factor was used as positive control (PCP-VASP). 
(C) Phospho VASP (Ser 239) was normalized to VASP expression
and values are expressed as mean ± SEM (n = 5-6/group). 
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Fig. 5. 3-nitrotyrosine concentrations in cultured Cu adequate 
(Cu+/Cu+), Cu deficient (Cu-/Cu-), and Cu deficient with NO
donor supplementation (Cu-/Cu- + NO donor) embryos and
yolk sacs. Values are expressed as mean ± SEM (n = 5-6/group). 
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구리 결핍 배양액에 NO donor를 첨가하는 것이 가장 효

과적이었으므로, NO donor 처리군의 분석 결과만을 무처

리군과의 비교 분석에 사용하였다. 구리 결핍이 NO 하부 

신호전달체계에 영향을 미치는지를 알아보기 위해 NO 하

부 신호전달체계 표적물질로서 cGMP와 P-VASP이 분석

되었다. cGMP와 P-VASP은 발달에 있어 중요한 역할을 

하는 것으로 알려져 있다. cGMP는 착상 전 단계의 배아 

발달을 조절하는 것으로 보고되고 있는데,39,40) NOS 억제

제 처리는 2-세포 단계의 배아 발달을 저해시켰고 이는 

cGMP 유사물의 첨가로 인해 정상화되었다.40) 구리 결핍이 

낮은 수준의 cGMP를 유도한다는 것은 구리 결핍이 발달 

과정 동안 NO/cGMP 신호전달체계를 억제하여 발달 이상

을 일으킨다는 것을 제안한다. 

VASP군의 유전자들 (Mena, VASP)을 제거하는 실험들

은 하나의 유전자 제거는 기형을 유발하지 않지만,41,42) Mena 

VASP을 둘 다 제거한 쥐는 신생아 단계를 전후로 사망하

고 심각한 신경관 및 얼굴 부위 기형을 가진다는 것을 보여

준다.43) 구리 결핍군에서 cGMP 농도가 감소되었음에도 불

구하고, 구리 결핍은 VASP의 인산화 정도에는 영향을 미

치지 않았다. VASP은 PKG에 의해 239번 serine이 인산

화되고 PKA에 의해 157번 serine이 인산화되는 48 kDa 

크기의 단백질이다. 특정 serine 잔기에서 VASP을 인산화

시키는 PKG의 특성으로 인해, P-VASP (Ser 239)은 NO/ 

cGMP 신호전달체계와 PKG 활성의 표지인자로 간주된다. 

구리 결핍이 cGMP 농도를 감소시켰을지라도, P-VASP 

(Ser 239)은 구리 결핍 혹은 NO donor 첨가에 의해 영향

을 받지 않았다. 이는 P-VASP이 구리 chelator에 의한 

Cu-Zn SOD의 억제 등에 의해 유도된 산화적 스트레스 상

황에서 NO 대사의 변화를 반영한다는 것을 보여준 다른 연

구 결과들19,20)과 일치하지 않는다. 내피세포 기능이상과 NO/ 

cGMP 하부 신호전달체계의 표지인자로서 P-VASP의 중

요성이 명백하다 할지라도, 본 연구 결과는 P-VASP (Ser 

239)은 착상 후 단계의 배아 발달 과정에는 관여하지 않을 

수 있다는 가능성을 제시하고 있다. 

구리 결핍에 의한 superoxide anions의 증가로 인한 두 

가지 영향은 1) peroxynitrite의 생성 증가와 2) 생물학적

으로 이용 가능한 NO의 감소이다. 기존의 연구 결과들26,30)

과는 달리 본 연구 결과는 구리 결핍이 단백질 nitration의 

표지인자인 3-NT 농도를 유의적으로 증가시킨다는 것을 

보여주지 않았다. 이는 표본 집단이 작고 3-NT 농도의 큰 

변이로 인한 것으로 사료된다. 구리 결핍 배아와 난황낭이 

높은 수준의 3-NT의 경향을 보였을지라도, 3-NT 분석은 

보다 큰 표본 집단을 대상으로 반복되어져야 할 것이다. 

 

요     약 
 

본 연구는 착상 후 단계의 쥐 배아와 난황낭을 대상으로 

구리 결핍이 NO 하부 신호전달체계에 영향을 주는지를 알

아보기 위한 것으로, 연구 결과는 다음과 같이 요약할 수 있

다. 첫째, 구리 결핍은 정상적인 배아 및 난황낭 발달을 억

제하고, NO의 생물학적 이용도와 아세틸콜린에 대한 NO 

dose-response를 낮추었다. 둘째, 구리 결핍은 NO의 하

부 신호전달 물질인 cGMP 수준을 감소시켰으나, NO/cGMP 

하부 신호전달체계 표적 중 하나인 P-VASP에는 영향을 

미치지 않았다. 셋째, 구리 결핍 배양액에 NO donor를 첨

가하는 것은 구리 결핍 배아와 난황낭의 기형 발생 빈도를 

구리 정상군과 비슷한 수준으로 개선시켰다. 넷째, NO donor 

첨가는 구리 결핍군에서 감소되었던 cGMP의 농도를 유의

적으로 증가시켰지만, P-VASP에는 영향을 미치지 않았다. 

상기 연구 결과들은 구리 결핍으로 인한 NO의 생물학적 

이용도의 감소가 기형발생의 주요 발생 기전이라는 것을 뒷

받침하고 있다. 또한, 임상적으로 임신 기간 중 적절한 구

리 섭취의 중요성을 강조한다. 
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